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GLUTAMAT-REZEPTOR-ANTAGONISTEN ALS NEUROPROTEKTIVA 

Die Erfindung betrifft Neuroprotektiva fur die Therapie und Prophylaxe neu- 
rologischer Schadigungen, insbesondere von Schadigungen, die auf die 
Uberaktivierung des Glutamat-Rezeptors des methyl-D-asparat-Typs 
(nachfolgend NMDA-Glutamat-Rezeptor) mittelbar oder unmittelbar zuruck- 
5 zufiihren sind und nimmt die Prioritat der deutschen Patentanmetdungen 
103 37 098.6, 103 20 336.2 und 103 52 333.2 in Anspruch, auf die inhaltlich 
Bezug genommen wird. 

Unter dem Begriff der "Neuroprotektiva" werden im Sinne der vorliegenden 
10 Erfindung Therapeutika oder Wirkstoffe verstanden, die dazu beitragen, 
Nervenzellen vor Zellschadigung zu schiitzen und/oder neurodegenerativen 
Prozessen sowie Beeintrachtigungen der neuronalen Leistung entgegen- 
zuwirken. 

15 Bei der Entwicklung von Neuroprotektiva sind wesentliche Anstrengungen 
insbesondere auf die Identifikation und/oder die Weiterentwicklung von 
Glutamat-Rezeptor-Antagonisten gerichtet, die die Nervenzellen gegen eine 
erhohte Aktivitat erregender Neurotransmitter-Rezeptoren (Exzitotoxizitat) 
schutzen oder die Uberaktivierung mildern. Die wichtigste Gruppe der 

20 Rezeptor-Antagonisten sind die NMDA-Antagonisten, die den NMDA-Typ 
des Glutamatrezeptors hemmen. Dabei wird zwischen folgenden Agonisten 
upterschieden: kompetitive NMDA-Antagonisten wie 2-Amino-5-phospho- 
nopentanoat ((D)-AP5) und (+/-)-4-(4-Phenylbenzoyl)-piperazin-2 1 3-dicar- 
boxylsaure (PBPD), die an der Glutamat-Bindestelle wirken, NMDA Rezep- 

25 tor Kanal-Blockern wie MK-801 , Memantin und Ketamin, die den lonenkanal 
des Rezeptors blockieren, den an der Glycin-Bindestelle wirkenden NMDA- 
Antagonisten wie GV96771A, die die Bindung des Co-Agonisten Glycin 
hemmen und den Polyamine Site-Antagonisten wie Ifenprodil, die die Bin- 
dung Rezeptor-stimulierender Polyamine hemmen. 

30 
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Drei Klassen von Glutamat-Rezeptoren (AMPA-, Kainat- und NMDA-Rezep- 
toren), die jeweils als Glutamat-abhangige lonenkanale fungieren, leiten das 
postsynaptische Signal des wichtigsten erregenden Neurotransmitters 
Glutamat weiter. NMDA-Glutamat-Rezeptoren sind in Form unterschiedli- 
5 cher Rezeptor-Subtypen im gesamten Gehim verbreitet und als entschei- 
dende erregende Neurotransmitter-Rezeptoren fur die Funktion des zen- 
tralen Nervensystems (ZNS) essentiell. 

In den letzten Jahren wurde die Molekularbiologie des NMDA-Glutamat- 
10 Rezeptors eingehend untersucht. Dabei zeigte sich, dali diese Rezeptoren 
aus einer NR1-Untereinheit in Kombination mit einer oder mehreren NR2- 
Untereinheiten und - seltener - einer NR3-Untereinheit bestehen (Das, S. et 
al.: Increased NMDA current and spine density in mice lacking the NMDA 
receptor subunit NR3A. Nature 393 (1998), 377-381; Chatterton, J.E. et al.: 
15 Excitatory glycine receptors containing the NR3 family of NMDA receptor 
subunits. Nature 41 5 (2002), 793-798). 

Insbesondere die NR2-Untereinheit, von der die vier Formen A-D existieren, 
aber auch alternative Splice-Varianten der Untereinheit NR1, bestimmen die 
20 Pharmakologie des NMDA-Glutamat-Rezeptbrs. NR1 und NR2A werden im 
ZNS ubiquitar exprimiert, wahrend NR2B, NR2C und NR2D seltener oder 
nur in bestimmten Regionen des Gehirns vorkommen. Diese unterschiedli- 
che Zusammensetzung der Rezeptor-Subtypen ermoglicht therapeutische 
Ansatze mit selektiv wirkenden Antagonisten. 

25 

Fur die komplexe Aktivierung des NMDA-Glutamat-Rezeptors sind 
prasynaptisch freigesetztes Glutamat als erregender Neurotransmitter und 
Glycin als modulierender Neurotransmitter und Co-Agonist verantwortlich. 
Die Aktivierung des Rezeptors fuhrt zu einem Einstrom von Calcium-lonen 
30 und ist - insbesondere bei langer andauernder Stimulierung - mit einer Akti- 
vierung komplexer zellularer Signale verbunden. Diese fuhren u.a. zu einer 
Phosphorylierung des CRE-Bindeproteins (CREB) sowie zu einer multiplen 



WO 2004/098635 PCT/EP2004/004776 

-3- 



Genaktivierung und synaptischer Plastizitat (Neuroplastizitat), die eine 
wesentliche Grundlage fur Gedachtnisleistungen und Lemprozesse darstellt. 

Eine Ubersicht uber die allgemeine Pharmakologie des NMDA-Rezeptors 
5 und der NMDA-Antagonisten gibt die Veroffentlichung von Kemp, J.A. und 
McKernan, R.M.: NMDA Receptor Pathways as Drug Targets, Nature 
Neuroscience, Nov. 2002, Vol. 5 SuppL, 1039-1042, deren Offenbarung 
vollumfanglich in Bezug genommen wird. 

10 Eine Uberaktivierung des Rezeptors und der damit verbundene erhohte 
Ca 2+ -Einstrom fiihrt hingegen zu einer massiven Storung des Ca 2+ -abhangi- 
gen zellularen Stoffwechsels - einschliefilich des Energiestoffwechsels. Fur 
den nachfolgend eintretenden Zelltod wird insbesondere die Aktivierung 
Ca 2+ -abhangiger kataboler Enzyme verantwortlich gemacht (Lee, Jin-Mo et 

15 al., "The changing landscape of ischemic brain injury mechanisms"; Dennis 
W. Zhol "Glutamat neurotoxicity and deseases of the nervous system"). 
Dieser Prozess ist als Exzitotoxizitat bekannt. 

Da die Exzitotoxizitat auf der Uberaktivierung des Glutamat-Rezeptors 
20 beruht, besitzen Antagonisten des Glutamat-Rezeptors im allgemeinen ein 
therapeutisches und/oder prophylaktisches Potential fur alle ZNS-Erkran- 
kungen oder neuronalen Zustande, bei denen Neuronen durch diesen Pro- 
zess bedroht oder geschadigt werden. Zu diesen "Zustanden" gehoren 
ebenso die im Zuge eines Schlaganfalls auftretende cerebrale Ischamie wie 
25 auch neurodegenerative Erkrankungen wie Parkinson und Chorea Hunting- 
ton, bei denen nicht uberschussiges Glutamat, sondem eine erhohte Sensi- 
bilitat gegenuber exzitotoxischer Schadigung die wesentliche Krankheitsur- 
sache darstellt. Schliefclich stellen auch Erkrankungen wie Epilepsie und 
neuropathische Schmerzen, die auf einer Uberaktivitat erregender Signal- 
30 wege beruhen, mogliche Anwendungsbereiche der Antagonisten des 
Glutamat-Rezeptors dar. 



WO 2004/098635 PCT/EP2004/004776 



Weitere Anwendungen erstrecken sich beispielsweise auf die Behandlung 
von Schmerzzustanden, insbesondere chronischer Schmerzen, die 
Behandlung von Suchterkrankungen, die Behandlung psychiatrischer 
Erkrankungen und die Stimulierung der Lern- und Gedachtnisleistung. 

5 

Antagonisten konnen den Rezeptor kompetitiv oder nicht-kompetitiv hem- 
men. Wahrend die kompetitiven Antagonisten einer Rezeptoraktivierung z.B. 
durch die naturlichen Agonisten Glutamat und Glycin entgegenwirken, 
hemmen die nicht-kompetitiven Antagonisten den Rezeptor unabhangig von 

10 der Gegenwart oder Konzentration der Agonisten - etwa durch das 
Blockieren des lonenkanals. Eine kompetitive Hemmung (Antagonisierung) 
des Glutamat-Rezeptors des NMDA-Typs ist beispielsweise mit 2^Amino-5- 
Phosphonovalerat (APV) oder 2-Amino-5-Phosphonoheptanoate (APH) 
mSglich. Eine nicht-kompetitive Hemmung kann dagegen durch Substanzen 

15 erreicht werden, die an die Phencyclidin-Seite der Kanale binden, wie Phen- 
cyclidin, MK-801, Dextrorphan oder Ketamin. 

Bislang haben klinische Studien zur Verwendung von NMDA-Antagpnisten 
als Neuroprbtektiva insbesondere bei Schlaganfall und traumatischen Hirn- 

20 verletzungen jedoch noch nicht den gewunschten Erfolg erbracht (Kemp, 
J.A.; Kew, J.N.C.; Gill, R.: Handbook of Experimental Pharmakolbgy VoL 
141 (eds. Jonas, P. & Monyer, H;) 495-527 (Springer, Berlin, 1999); Lees, 
K.R. et al.: Glycine antagonist (gavestinel) in neuroprotection (GAIN Inter- 
national) in patients with acute STROKE: a randomised controlled trial. 

25 GAIN International Investigators. Lancet 355 (2000), 1949-1954; Sacco, 
R.L. et al. Glycine antagonist in neuroprotection for patients with acute 
stroke: GAIN Americas: a randomized controlled trial. JAMA 285 (2001), 
1719-1728). 

30 Die bisher wenig erfolgreichen Versuche zur Neuroprotektion bei Schlagan- 
fall lassen sich unter anderem vermutlich darauf zuruckfuhren, dad die 
bekannten Neuroprotektiva notwendigerweise mit Thrombolytika kombiniert 
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werden mussen, um zum Ort der Gewebeschadigung vorzudringen und dort 
ihre Wirkung zu entfalten. Des weiteren konnen die bekannten NMDA- 
Glutamat-Rezeptor Antagonisten aufgaind ihrer betrachtlichen Nebenwir- 
kungen in der Regel nicht ausreichend hoch dosiert verabreicht werden, um 
5 die wunschgemafie Wirkung zu erzielen. In hohen Dosierungen verursachen 
sie namlich u.a. Halluzinationen sowie eine deutliche Erhohung des 
Blutrucks. Letzteres ist naturgemaB gerade bei Schlaganfall-Patienten 
besonders kritisch. 

10 Des weiteren haben die bekannten Glutamat-Rezeptor-Antagonisten in der 
fur die Neuroprotektion erforderlichen Dosierung haufig eine nicht akzepta- 
ble stark betaubende bis narkotische Wirkung. So wurden zahlreiche 
NMDA-Antagonisten wie Phencyclidin und Ketamin urspriinglich zu 
Zwecken der Anasthesie und Narkose entwickelt. 

15 

Es wurde daher versucht, diese Nebenwirkungen mit ,Rezeptor-selektiven 
NMDA-Antagonisten zu vermeiden. Dabei zeigten sich fur den NR2B selek- 
tiven Antagonisten Ifenprodil im Tiermodell fur Schlaganfall vorteilhafte Wir- 
kungen bei deutlich verminderten Nebenwirkungen (Gotti, B. et al. Ifenprodil 

20 and SL 82.0715 as cerebral anti-ischemic agents. Evidence for efficacy in 
models of focal cerebral ischemia. J. Pharmacoil. Exp. Ther. 247 (1988), 
1211-1221). Eine Zahl weiterer Antagonisten der NR2B-Untereinheit - so 
z.B. CP-101606, Ro 25-6981 und Ro 63-1908 - ist seither beschrieben wor- 
den (Kemp, J.A.; Kew, J.N.C.; Gill, R.: Handbook of Experimental Pharma- 

25 kology Vol 141 (eds. Jonas, P. & Monyer, H.) 495-527 (Springer, Berlin, 
1999); Gill R. et al.: Pharmacological characterization of RO63-1908 (1-[2- 
(4-hydroxy-phenoxy)-ethyl]-4-(4-methyl-benzyl)-piperidin-4-01), a novel 
sinotype-selective N-methyl-D-asparatate antagonist. J. Pharmacol. Exp. 
Ther. 302 (2002), 940-948). Auch diese zeigten im Tiermodell durchaus eine 

30 neuroprotektive Wirkung bei geringen Nebenwirkungen. Diese positiven 
Ergebnisse lieUen sich in klinischen Studien zur traumatischen Himverlet- 
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zung jedoch nicht bestatigen. Vielmehr versagte CP-1 01606 wiedeitiolt 
(Pressemitteilung von Pfizer, Oktober 2001 ). 

Bei der Suche nach einem geeigneten Neuroprotektivum zur Minderung der 
5 Zellschadigung bei Schlaganfall besteht zudem das besondere Problem, 
daft die Neuroprotektiva mit einem Fibrinolytikum/Thrombolytikum kombi- 
niert werden mussen, um die Barriere des Thrombus zu uberwinden und in 
den Bereich des geschadigten Gewebes vorzudringen (siehe oben). Als 
Thrombolytikum wird in der Regel t-PA verabreicht, bei dem es sich um das 
10 derzeit einzig fur die Schlaganfallbehandlung zugelassene Thrombolytikum 
handelt. 

Durch die Untersuchungen von Nicole ef a/, ist jedoch bekannt, daft t-PA 
eine wichtige Rolle bei der Exzitotoxizitat zukommt (Nicole O; Docagne F Ali 

15 C; Margaill I; Carmeliet P; MacKenzie ET; Vivien D und Buisson A, 2001: 
The proteolytic activity of tissue-plasminogen activator enhances NMDA 
receptor-mediated signaling; in: Nat Med 7, 59-64). Danach schutten 
depolarisierte kortikale Neuronen t-PA aus, das mit der NR1 Untereinheit 
des Glutamat Rezeptors des NMDA Typs interagiert und diese spaltet. 

20 Damit geht eine Aktivierung der Rezeptoraktivitat einher. Die Verabreichung 
von t-PA tragt somit zu der zellschadigenden Exzitotoxizitat bei. Daraus folgt 
eine neurotoxische Wirkung des t-PA. Die Entwicklung eines 
Neuroprotektivums fur die Prophylaxe und Behandlung von Zellschaden 
beim Schlaganfall steht somit vor der besonderen Herausforderung, nicht 

25 nur die durch den Schlaganfall bedingten Zellschaden zu mildem, sondern 
auch moglichst diejenigen Schaden zu berucksichtigen, die durch die Gabe 
des Therapeutikums zur Wiedereroffnung der Gefafie verursacht oder 
verstarkt werden. 

30 Es ist somit die Aufgabe der vprliegenden Erfindung, eine alternative Mog- 
lichkeit zur Behandlung und Prophylaxe neurologischer Schaden bereitzu- 
stellen. 
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Diese Aufgabe wird gelost durch die Verwendung von Substanzen als Neu- 
roprotektiva, die die t-PA Aktivitat hemmen. Der Begriff "Hemmung" umfaftt 
in diesem Zusammenhang alle Effekte, die zu einer Verringerung bzw. 
5 Reduktion der t-PA Aktivitat fuhren. Dabei kann es sich beispielsweise um 
eine kompetitive oder nicht-kompetitive Hemmung, einen beschleunigten 
Abbau des t-PA oder aber auch um eine Reduktion (Suppression) der t-PA 
Expression handeln. Der Begriff Hemmstoff bezieht sich entsprechend auf 
alle Substanzen, die eine Reduktion der t-PA Aktivitat in der Zelle verursa- 
10 chen. 

Die t-PA Aktivitat wird insbesondere als die Aktivierung des Glutamat- 
Rezeptors, vorzugsweise des Glutamat-Rezeptors des NMDA-Typs defi- 
niert. Die Verminderung der Aktivierung des Glutamat-Rezeptors durch das 
15 Neuroprotektivum wird vorzugsweise durch die Bestimmung des 
Ca^Einstroms in die Zellen des betroffenen Gewebes ermittelt unter Gabe 
des Neuroprotektivums. Ein Assay zur Darstellung des Ca* + ist dem Fach- 
mann bekannt und unter Beispiel 3 in Ziffer II angegeben. 

20 Hemmstoffe des t-PA sind umfangreich bekannt. So ist beispielsweise 
bekannt, dafi die Aktivitat des t-PA durch den Plasminogen Aktivator Inhibi- 
tor (PAI) reguliert wird. Ebenso kann t-PA durch die Proteasen Neuroserpin 
oder Protease Nexin I (PN-1) inhibiert werden. Bei diesen Inhibitoren 
handelt es sich jeweils um Serin-Protease-lnhibitoren, die im 

25 physiologischen Kontext t-PA hemmen. ErfindungsgemafJ werden sie 
jedoch als Neuroprotektiva eingesetzt. 

Es ist erfindungsgemafJ auch moglich, die t-PA Aktivitat mittelbar uber die 
Erhohung der Transkriptionsrate der physiologischen Hemmstoffe zu redu- 
30 zieren. So kann beispielsweise TGF-p (transforming growth factor p) verab- 
reicht werden, von dem bekannt ist, dafi er die Transkription von PAI -1 sti- 
muliert. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird der 
Plasminogen Aktivierende Faktor DSPA (Desmoteplase) als Neuroprotekti- 
vum eingesetzt, insbesondere zur Behandlung von den auf die Exzitotoxizi- 
5 tat zuriickgehenden (pathologischen) Zustanden. DSPA mit seinen Isofor- 
men ist unter anderem in den Patentschriften US 5,830,849 sowie US 
6,008,019 ausfuhrlich beschrieben. Die rekombinante Herstellung des 
DSPA ist in der US Patenschrift 5,731,186 offenbart. Diese Druckschriften 
werden zu Zwecken der Offenbarung der Struktur, der Funktion und der 
10 Bereitstellung des DSPA vollumfanglich in Bezug genommen. 

Die Primarstruktur einer besonders bevorzugt verwendeten Isoform der 
Desmoteplase ist in der Fig. 1 dargestellt (DSPA <x1). Allerdings konnen 
erfindungsgemaft auch andere funktionsgleiche DSPA-lsoformen eingesetzt 
15 werden. Diese sind ebenfalls in den oben genannten US Patenten offenbart. 
Diese Plasminogen Aktivierenden Faktoren werden nachfolgend einheitlich 
als DSPA oder Desmoteplase bezeichnet, ohne dafi damit eine Begrenzung 
auf DSPA a1 verbunden ware. 

20 Erfindungsgemali kann sowohl das native gereinigte DSPA als auch rekom- 
binant hergestelltes DSPA eingesetzt werden. Ebenso konnen Derivate oder 
Fragmente des DSPA einsetzt werden, sofem sie die neuroprotektiven 
Wirkungen des DSPA zeigen. Der Begriff "DSPA" wird vorliegend daher als 
Oberbegriff fur natives oder rekombinantes DSPA sowie deren im wesentli- 

25 chen funktionsgleichen Derivate, Analoga oder Fragmente verstanden. 

Unter den Begriffen "Derivate, Analoga oder Fragmente" des DSPA werden 
insbesondere alle Proteine oder Peptide subsumiert, die funktionell die cha- 
rakteristischen Eigenschaften des nativen DSPA vor allem die gegenuber 
30 dem nativen t-PA erhohte Fibrinspeziftat aufweisen. Die gegenuber dem t- 
PA erhohte Fibrinspezifitat des DSPA ist aus der WO 03/037363 bekannt. 
Vorzugsweise weisen die DSPA-Derivate und Analoga eine mindestens 70 
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%-ige, vorzugsweise eine mindestens 80-90 % Homologie zu der Aminosau- 
resequenz des DSPA gemaR Fig. 1 auf. 

Die Ciberraschende erfindungsgemafie neuroprotektive Wirkung des DSPA 
5 wurde in Tierversuchen und in in v/fro-Versuchen identifiziert, in denen 
gezeigt werden konnte, dafi DSPA nicht nur keine neurotoxische, sonderh 
auch eine neuroprotektive Wirkung hat, indem es der neurotoxischen Wir- 
kung von t-PA entgegenwirkt. Es wurde darin erkannt, dad DSPA als Anta- 
gonist zum t-PA wirkt. Des weiteren konnte gezeigt werden, dafl hohe Kon- 
10 zentrationen von DSPA auch dann zu einer Verminderung der durch NMDA 
induzierten neuronalen Schadigungen fuhren, wenn es allein - d.h. ohne 
eine externe Gabe von t-PA - appliziert wurde. 

Zur experimentellen Untersuchung der neuroptotektiven Wirkung des DSPA 
15 wurden Kulturen isolierter cortikaler Neuronen aus Mause-Foeten mit NMDA 
behandelt, um damit den neuronalen Zelltod zu induzieren. Zusatzlich zu 
NMDA enthielten die Kulturmedien unterschiedliche Mengen t-PA und/oder 
DSPA. Diese in wfro-Versuche zeigen, dafJ t-PA eine Potentierung des 
durch NMDA ausgelosten Zelltodes bewirkt, wahrend DSPA diesen Effekt 
20 nicht verursacht (Fig 2). Wurde DSPA dagegen gerneinsam mit t-PA appli- 
ziert, verminderte sich der NMDA-induzierte Zelltod im Vergleich zu t-PA 
allein signifikant (Fig. 3). Dabei wurde zudem deutlich, dad DSPA konzen- 
trationsabhangig die durch t-PA verstarkte neurale Zellschadigung deutlich 
reduzieren kann. 

25 

Des weiteren wurden Untersuchungen zur Bestimmung des Ca + *-Einstroms 
bei einer vorherigen Gabe von DSPA bzw. t-PA durchgefuhrt, da die Ver- 
minderung des durch die Aktivierung des Glutamat-Rezeptors verursachten 
Ca ++ -Einstroms bekanntermafien als Indikator fur die Neuroprotektivitat der 
30 jeweiligen Testsubstanz gilt. Auch in diesen Versuchen bestatigte sich die 
Neuroprotektivitat des DSPA, da DSPA den Ca ++ -Einstrom in die Zelle nicht 
erhohte und der schadigenden Wirkung des t-PA entgegenwirkte (Fig. 4). 
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Der Mechanismus der neuroprotektiven Wirkung des DSPA ist noch nicht 
abschliedend verstanden. Er konnte aber moglicherweise darauf beruhen, 
dall DSPA zwar wie t-PA an den Glutamat-Rezeptor bindet, diesen aber 
5 nicht spaltet und somit nicht aktiviert. DSPA wurde so selber nicht zur Exzi- 
totoxizitat beitragen und moglicherweise die Aktivieaing des Rezeptors 
durch t-PA blockieren. 

Die Eignung des DSPA als Neuroprotektivum ist insbesondere vor dem 
10 Hintergrund der seit 1995 bekannten Neurotoxizitat des t-PA uberraschend. 
Da DSPA und t-PA eine erhebliche funktionelle und strukturelle Uberein- 
stimmung aufweisen, war daher namlich zu erwarten, dass auch DSPA neu- 
rotoxisch ist. 

1 5 Ein besonderer Vorteil der erfindungsgemafien Verwendung des DSPA Oder 
dessen Derivate Oder Fragmente basiert darauf, daS aufgrund der uberra- 
schenderweise gefuhdenen neuroprotektiven Wirkung von DSPA ein The- 
rapeutikum eingesetzt werden kann, dafl sowohl fibrinolytische als auch 
neuroprotektive Eigenschaften aufweist. 

20 

Dieser Vorteil wirkt sich insbesondere bei der Schlaganfallbehandlung aus, 
da die mit dem Schlaganfall verbundenen Gewebeschadigungen u.a. auf die 
neurotoxischen Nebenwirkungen des korpereigenen sowie des ggf. zu the- 
rapeutischen Zwecken verabreichten t-PA zuruckzufuhren sind. Durch die 
25 neuroprotektive Wirkung des DSPA kann diesen schadigenden Effekten des 
t-PA mindestens entgegengewirkt werden. 

In einer besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform der Erfindung kann DSPA 
daher als Neuroprotektivum bei der Behandlung des Schlaganfalls in Kom- 
30 bination mit einem Thrombolytikum, beispielsweise t-PA, verabreicht wer- 
den. So kann der therapeutische Vorteil des t-PA fur den Patienten genutzt 
und gleichzeitig dessen neurotoxische Nebenwirkungen durch DSPA als 
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Neuroprotektivum neutral isiert, oder aber mindestens abgeschwacht wer- 
den. 

Die erfindungsgemafi als Neuroprotektiva einsetzbaren Substanzen konnen 
5 fur die Behandlung einer Vielzahl pathologischer Zustande verwendet wer- 
den (siehe oben). Zu den Anwendungsmoglichkeiten gehdren die Behand- 
lung neurodegenerativer Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer, Chorea 
Huntington und Diabetes, die Behandlung von Schmerzzustanden, die 
Behandlung von Suchterkrankungen, die Behandlung neuroldgischer und 

10 psychiatrischer Erkrankungen wie Epilepsie, motorische Storungen, Depres- 
sionen, Angstzustande und Gedachtnisstorungen, eine allgemeine Verbes- 
serung kognitiver Leistungeh sowie die Behandlung von Amyotropher Late- 
ralsklerose. Bei der Pathogenese dieser Erkrankungen bzw. Zustande spielt 
die Uberaktivierung des NMDA-Glutamat-Rezeptors jeweils eine bedeu- 

1 5 tende Rolle. 

Die therapeutische Effektivitat der erfindungsgemafJ einsetzbaren Neuro- 
protektiva auf den affektiven Zustand von Patienten konnte bereits in ersten 
klinischen Untersuchungen gezeigt werden. In dieser Studie wurden die mit 
20 DSPA behandelten Patienten in ihrem affektiven Zustand (Depressionen 
und Angstzustande) erfafit. 

Der Terminus "Depression" wird vorliegend umfassend definiert, d.h. er er- 
faflt alle affektiven oder mentalen Storungen, die nicht als adaquate Reak- 
25 tion auf auftere Bedingungen angesehen werden konnen, unabhangig von 
den physiologischen oder psychologischen Hintergrunden ihrer Entstehung. 
Der Begriff "Depression" umfafit insbesondere auch Angstzustande. Folglich 
bezieht sich der Begriff "Anti-Depressivum" umfassend auf ein Thera- 
peutikum zur Behandlung dieser Storungen. 

30 

Die klinische Studie wurde zur Evaluierung der klinischen Wirkung und 
Sicherheit des DSPA a1 in akutem ichemischen Schlaganfall durchgefiihrt 
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(Desmoteplase in Acute Ichemic Stroke, nachfolgend DIAS-Studie). Dabei 
handelt es sich um eine placebokontrollierte, randomisierte Doppelblindstu- 
die der Phase II, bei der DSPA den Patienten innerhalb eines 3- bis 9-stun- 
digen Zeitraurns nach dem Einsetzen der Schlaganfallsymptome intravenos 
5 appliziert wurde. 

Im ersten Teil der Studie nahmen 46 Patienten teil, die danach ausgewahlt 
wurden, ob ihre vom Schlaganfall betrpffenen Gehirnbereiche irreversibel 
geschadigt Oder aber die teilgeschadigten bzw. gefahrdeten Gehirnbereiche 
10 noch zu retten waren. Lediglich diejenigen Patienten wurden in die Studie 
aufgenommen, bei denen vorgeschadigte Gehirnbereiche durch Reperfu- 
sion mittels eines Thrombolytikums potentiell gerettet werden konnen. Die 
Auswahl der Patienten erfolgte uber MRI (Magnetic Resonance Imaging). 

15 Von den 46 untersuchten Patienten wurden 16 Patienten mit Placebo be- 
handelt. Die ubrigen 30 erhielten ein Desmoteplase-Praparat, wobei 17 Pati- 
enten mit 25 mg des Wirkstoffs und 13 Patienten mit 37,5 bzw. 50 mg be- 
handelt wurden. 

20 Mehr als 56 % der placebobehandelten Patienten klagten uber Depressio- 
nen. Diese Depressionen wurden zwar von dem jeweiligen behandelnden 
Arzt als Depression klar diagnostiziert, eine eindeutige Zuordnung zu einer 
spezifischen Erscheinungsform der Depressionen konnte jedoch aufgrund 
fehlender weiterfiihrender Informationen nicht vorgenommen werden. Die- 

25 ses depressive Syndrom wurde daher von den behandelnden Arzten jeweils 
als "Depression NOS", namlich als H not otherwise specified' kategorisiert. 

Wahrend demnach mehr als die Halfte der placebobehandelten Patienten 
diese unspezifizierten Depressionen zeigte, lag der Anteil der davon betrof- 
30 fenen Patienten in der vergleichbaren Desmoteplase-behandelten Gruppe 
bei insgesamt nur 16,7 %. 
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Im zweiten Teil der Studie nahmen 56 Patienten teil, die u.a. mit 62 pg/kg, 
90 pg/kg, 125 pg/kg DSPA Oder mit Placebo behandelt warden. Die Ergeb- 
nisse des zweiten Teils dier Studie bestatigten die Ergebnisse des ersten 
Teils sowohl hinsichtlich der Reperfusion als auch hinsichtlich der Senkung 
5 der Depressionshaufigkeit. 

Ausgehend von diesen Ergebnissen ist fur DSPA a1 eine Dosierung von 
grdfier 60 und kleiner 160 pg/kg, insbesondere von 90 bis 125 pg/kg zur 
Behandlung affektiver Storungen bevorzugt. Eine Reduktion der affektiven 
10 Storungen ist jedoch auch bei hoheren Dosierungen moglich. 

Bei der Verwendung anderer DSPA-lsoformen oder aber von DSPA-Deri- 
vaten, Analoga oder Fragmenten kann die Dosierung davon abweichen. Die 
Dosierung wird in diesen Fallen vorteilhafterweise ausgehend von der jewei- 
1 5 ligen Bioaquivalenz der verwendeten Substanz angepafct. 

Diese niedrige Dosierung ist insbesondere bei einer Depression nach 
Schlaganfall (Post-Stroke Depression) vorteilhaft, bei der eine Einmalbe- 
handlung mittels i.v. Bolus Verabreichung erfolgt. Dann konnen bereits 90 

20 pg/kg DSPA ausreichend sein. Bei (sub)chronischen Anwendungen konnen 
weitaus niedrigere Dosierungen genugen. Dies gilt vor allem fur erfindungs- 
gemafl eingesetzte t-PA Hemmstoffe, die zu einer Supprimierung der endo- 
genen t-PA Prpduktion fuhren. Bei Hemmstoffen, die eine kompetitive Hem- 
mung am NMDA Rezeptor verursachen, sind dagegen die oben aufgefuhr- 

25 ten Dosierungen bevorzugt. Fur weniger akute Krankheitsbilder sind s.c, 
orale oder inhalative Formulierungen vorteilhaft. 

Die Bedeutung des t-PA fur den affektiven Zustand und das Lernverhalten 
des Menschen ist bekannt. So spielt t-PA beim gesunden Menschen eine 
30 positive Rolle beim Lernverhalten (Pawlak 2002 und 2003). Ebenso ist aus 
Untersuchungen an t-PA-defizienten Mausemutanten bekannt, dafi t-PA im 
Mandelkorper einen kritischen Faktor fur streBinduzierte Angstzustande dar- 
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stellt (Pawlak et al. 2003) und bei der Induktion von Angst wesentlich ist 
(Pawlak 2003). Die Entstehung einer Depression scheint dagegen im 
Zusammenhang mit der sog. neuronalen Plastizitat zu stehen, mit der der 
Korper auf Strefl wie beispielsweise Verletzungen reagieren kann. Dieser 
5 ProzefJ wird nach dem bisherigen Erkenntnissen u.a. durch die t-PA vermit- 
telte Glutamatrezeptor Aktivierung reguliert. 

Zusammenschauend ergibt sich aus den bekannten Untersuchungen, dafi 
das durch Streft oder Verletzungen freigesetzte korpereigene t-PA ein 
10 Signal fur die postsynaptische Zelle darstellt und als "Trigger fur plastische 
neuronale Veranderungen wirkt. 

Bei dem der Neuroplastizitat zugrundeliegenden Mechanismus handelt es 
sich vermutlich um die sogenannte long term potentiation (LTP) sowie die 

15 long term depression (LTD). Die LTP wird durch eine hochfrequente Anre- 
gung der Neuronen und die dadurch ausgeloste erhohte Depolarisation 
induziert. Diese Langzeitpotenzierung beruht auf der glutamatabhangigen 
Aktivierung von NMDA-Glutamat-Rezeptoren, die zu einer erhohten Ca ++ - 
Freisetzung fuhrt. Die erhohte Calcium-Konzentration bewirkt eine erhohte 

20 Effektivitat der Synapse und erlaubt damit eine Anpassung an die jeweiligen 
Umstande. 

Die LTD kann als "Kompensation" einer vorangegangenen LTP oder auch 
de novo durch niedrig-frequente Elektro-Stimulation induziert werden. So 
25 wie die LTP basiert der Mechanismus auf der Aktivierung von Glutamat- 
Rezeptoren des NMDA-Typs. Diese fuhrt jedoch zu einem moderaten Ca ++ - 
Influx und damit zu einer nur reduzierten synaptischen Effektivitat. Diese 
verursacht Depressionen. 

30 Nun ist bekannt, dafi t-PA an den Glutamat-Rezeptor des NMDA-Typs bin- 
det, diesen spaltet und somit aktiviert Hierin konnte die bei Pawlak et al. 
beobachtete Beeinflussung der neuronalen Plastizitat durch t-PA begrundet 
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sein. In Abhangigkeit von der Menge des ausgeschutteten t-PA ware sowohl 
die Entstehung einer Langzeitpotenzierung als auch einer Langzeit- 
depression erklarbar. 

5 Aus den dargestellten Untersuchungen zu der erfindungsgemaflen neuro- 
protektiven Wirkung des DSPA lafit sich somit ableiten, daft DSPA als 
Antagonist die Aktivierung des NMDA-Glutamat-Rezeptors blockiert und 
damit im Ergebnis einer Langzeitdepression entgegenwirken kann. 

10 Die unterschiedliche Wirkung von DSPA und t-PA auf die synaptische Akti- 
vitat - und damif auf LTP und/oder LTD - wird auch durch Calcium-Mobilisa- 
tionsexperimente an neuronalen Zellen deutlich (siehe oben). Diese in 
wfro-Versuche zeigen, dafc die Behandlung neurdnaler Zellen mit t-PA zu 
einer NMDA-abhangigen Calcium-Freisetzung fiihrt, wahrend dieselbe 

15 Behandlung mit DSPA keinen EinfluB auf die intrazellulare Calcium-Kon- 
zentration hatte (s. Fig. 4). Der durch t-PA verursachte Konzentrationsan- 
stieg betrug 30 % gegenuber der Kontrollgruppe. 

20 Ausfuhrungsbeispiele 

I. Klinische Studie (DIAS) 

Die Ergebnisse der DIAS Studie bezuglich der DSPA-Wirkungen auf affek- 
tive Storungen (Depression und Angstzustande) sind in Fig. 5 zusammen- 
25 gefaBt. 

II. in Wfro-Untersuchungen an murinen corticalen Neuronen 

Kultur primarer cortikaler Sauaer-Neuronen: 

30 

Schwangere Swiss White-Mause (Zentrales Tierhaus der Monash Univer- 
sity) wurden am Tag 14-16 der Schwangerschaft getotet und die Gebarmut- 
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ter entnommen. Die Foeten wurden unter sterilen Bedingungen entnommen, 
der Kopf abgetrennt, das Gehirn frei prapariert und die cerebralen Neocorti- 
zes unter einem Sektionsmikroskop (Industrial and Scientific Supply Co.) 
durch Mikrosektion prapariert. Die Sektion wurde iiber Eis in Hank's Balance 
5 Salzldsung (HBSS; 137 mM NaCI, 5.37 mM KCI, 4.10 mM NaHC0 3 , 44 mM 
KH 2 P0 4 , 0.13 mM NaHP0 4 , 10 mM HEPES, 1mM Pyruvat, 13 mM 
D(+)Glucose und 0.001 g/L Phenolrot) enthaltend 3 mg/ml bovines Serumal- 
bumin (BSA) und 1.2 mM MgSQ 4 (pH 7.4) durchgefiihrt. Meningen und Blut- 
gefafte wurden sorgfaltig entfemt. Das Gewebe wurde mit der Spitze einer 

10 Plastikpipette in kleine Stucke zerkleinert und kurz bei einer Starke von 1000 
g zentrifugiert, um die Fragmente zu sammeln. Das Pellet der Fragmente 
wurde in warmem (37°C) HBSS (mit 3 mg/ml BSA und 1.2 mM MgS0 4 ) ent- 
haltend Trypsin (0.2 mg/ml) und Desoxyribonuclease I (DNase I, 880 U/ml) 
resuspendiert und fur 5 min bei 37°C im Schuttler-Wasserbad inkubiert. Der 

15 Verdau der Fragmente wurde durch die Zugabe eines gleich grofcen Volu- 
mens HBSS (mit 3 mg/ml BSA) enthaltend Trypsin Inhibitor (83.2 jag/ml), 
DNase I (880 U/ml) und MgS0 4 (1.22 mM) gestoppt und fur 5 min bei 1000 
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen und HBSS enthaltend 
Trypsininhibitor (0.52 mg/ml), DNase I (880 U/ml) und MgS0 4 (2.7 mM) 

20 wurde zum Pellet dazugegeben. Das Gewebe wurde durch Trituration 
aufgebrochen (15 Stofte mit einer Kaliber 24 Nadel) und 5 min bei 1000 g 
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen und die Zellen in 
Neurobasal™ Medium (InVitrogen, USA; NBM) enthaltend 2% B27 
Supplement (Invitrogen, USA), 100 U/ml Penicillin und 100 ng/ml 

25 Streptomycin, 0.5 mM L-Glutamin und 10% dialysiertes foetales 
Kalberserum (dFCS), im folgenden als Voll-NBM bezeichnet, resuspendiert. 
Die Zelldichte der Suspension und Kulturausbeute wurde durch wiederholte 
Zellzahlung in Hamocytometer-Kammern ermittelt. Die Zellen wurden jeweils 
in Nunc™ (Denmark) 24- oder 96-Proben Platten bei Dichten von 0.3 x 10 6 

30 oder 0.12 x 10 6 Zellen/Probenkammer angeimpft, was als in vitro Dauer von 
0 Tagen (0 div) definiert wurde. Die Platten waren zuvor mit poly-D-Lysin (50 
|ig/ml) beschichtet worden, um die Zellanhaftung zu fordern. Diese 
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Beschichtung wurde nach einer Ubemacht-lnkubation bei 37°C entfernt. 
Nach 24 h (1 Zellteilung) wurde das Voll-NBM durch dFCS-freies Voll-NBM 
(2.5% B27 Supplement) ersetzt. Alle 3-4 Teilungen wurde die Halfte des 
Serurh-freien Voll-NBM ersetzt. Die Zellen wurden in einem befeuchteten 
5 C02-lnkubator bei 37°C gehalten und mittels invertierter Phasenkontrast- 
Mikroskopie (Olympus, IMT-2) untersucht. Um die Morphologie der 
Zellkulturen im Laufe der Zellschadigung zu dokumentieren, wurden 
Photographien (Kodacolor Gold 100 ISO Film) aufgenommen. Alle 
Arbeitsschritte wurden - wenn nicht anders vermerkt - bei Raumtemperatur 
10 durchgefuhrt. 

1. Effekt von t-PA und DSPA auf den durch NMDA induzierten neu- 
ronalen Zelltod 

15 Zur Uberprufung einer Erhohung NMDA-induzierten Zelltods durch t-PA und 
DSPA wurde den gemafc dem obigen Protokbll kultivierten cortikalen Neuro- 
nen NMDA (30 jaM oder 70 nM) zugegeben und die Kulturen fur weitere 24 h 
inkubiert. Das Ausmafc des induzierten Zelltods wurde durch die Bestim- 
mung der freigesetzten Laktat-Dehydrogenase (LDH) gemessen, wobei eine 

20 vollstandige Lyse mit TX-100 als Vergleich dient (Fig. 2). Im folgenden 
wurde das NMDA bei Anwesenheit jeweils steigender Konzentrationen an t- 
PA (5, 50, 250, 500 nM) oder DSPA (5, 50, 500 nM) den Kulturen zugege- 
ben und der Zelltod in analoger Weise bestimmt. 

25 Die Zugabe von 30 jiM oder 70 |iM NMDA fuhrt zu signifikantem Zelltod 
(siehe Fig. 2) bei beiden NMDA-Konzentrationen. Bei Anwesenheit steigen- 
der Konzentrationen an t-PA ist eine erhohte Rate des induzierten Zelltods 
zu beobachten, jedoch nur bei der jeweils hochsten t-PA-Konzentration von 
500 nM (siehe Fig. 2). Demgegenuber ist bei DSPA keine Verstarkung des 

30 NMDA-induzierten Zelltods, insbesondere bei hoher DSPA-Konzentration 
sogar eine Reduzierung des durch NMDA induzierten Zelltods zu beobach- 
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ten. In Abwesenheit von NMDA wird weder durch t-PA noch durch DSPA 
neuronalerZelltod induziert (siehe Fig. 2). 

2. Verminderung des t-PA induzierten Zelltodes durch DSPA 

5 

In weiteren in wfro-Experimenten wurde festgestellt, ob die Zugabe von 
DSPA der durch t-PA ausgelosten Verstarkung des NMDA-induzierten Zell- 
tods entgegen wirken kann. Dazu wurden jeweils 70 j^M NMDA zu Primar- 
kulturen cortikaler Neuronen in Gegenwart einer konstanten t-PA-Konzentra- 
10 tion von 500 nM und steigender DSPA-Konzentrationen von 5, 50 und 500 
nM gegeben (Fig. 3). Das Ausmafi der in den Kulturen auftretenden Zell- 
schadigung wird wiederum nach 24 h Inkubation anhand der freigesetzten 
Menge an Laktat-Dehydrogenase (LDH) bestimmt. 

15 Es wurde jeweils NMDA (70 ^iM) bei einer konstanten t-PA-Konzentration 
von 500 nM und steigenden DSPA-Konzentrationen (5, 50, 500 nM) zu einer 
Primarkultur kortikaler Neuronen gegeben und der neuronale Zelltod nach 
24 h anhand der freigesetzten LDH-Menge bestimmt. Dabei zeigt sich bei 
steigender DSPA-Konzentration eine Inhibition der t-PA-abhangigen Stimu- 

20 lierung des induzierten neuralen Zelltodes. 

3. Ca—Mob i I isati onsexperi ment 

Die intrazellulare Calcium-Konzentration wurde durch einen Essay mit Fluo- 
25 3/AM untersucht. Dazu wurden cortikale Neuronen fur 9 Tage kultiviert 
(siehe pben) und mit 10 pM Fluo-3/AM in HEPES-gepufferter Salzlosung 
beladen. Diese Salzlosung enthielt 135 mM NaCI, 5 mM KCI, 0,62 mMgS0 4 , 
1 ,8 mM CaCI 2 , 10 mM HEPES und 6 mM Glucose, pH 7,4 bei 37° C fur eine 
Stunde. DMSO (1 %) und 0,2 % Pluronic F-127 wurden hinzugefugt, urn die 
30 Dispersion der Farbe zu erleichtem. 
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Die Zellen wurden mit dem oben angefuhrten HEPES-Puffer gewaschen, 
der 1 mM Furosemid enthielt, um das Austreten der Farbe aus dem Puffer 
(die in jedem Puffer danach eingesetzt wurde) zu verhindem. Die relativen 
Fluoreszenzeinheiten (RFU) der Zellen wurden nach dem Waschen ermit- 
5 telt, um damit eine Basislinie zu erhalten, und wahrend der Behandlungs- 
dauer (5 Minuten) bei 485/530 nm (Anregung/Emission). Dazu wurde ein 
Fluoroskan Ascent Fluorometer (Labsystems) verwendet. 

Wie in Fig. 4 gezeigt, verursachte die NMDA-Behandlung allein einen signifi- 
10 kanten Anstieg der Calcium-Konzentration hach einer Minute (P< 0,05). 
Diese Calcium-Konzentrationen wurden noch erhoht um 30 %, wenn die 
Zellen vor der NMDA-Gabe fur funf Minuten mit t-PA (30 pg/ml; 500 nM; P< 
0,05) vorbehandelt wurden. 

15 Diese Ergebnisse entsprechen dem Bericht von Nicole et al. 2001, in denen 
die vorherige Gabe von t-PA die Calcium-Freisetzung durch NMDA noch er- 
hohte. Die Behandlung mit t-PA allein verursachte keine Anderung der Kon- 
zentration an freien Calciurn-lonen. Eine fiinfminutige Vorbehandlung der 
neuronalen Zellen mit DSPA vor der Gabe von NMDA veranderte dagegen 

20 die Calcium-Konzentration nicht uber ein Mad hinaus, das mit NMDA-Gabe 
allein erreicht wurde. DSPA allein hatte daher keine Wirkung auf die intra- 
zellulare Calcium-Konzentration. 
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Patentanspruche: 

5 1. Verwendung eines Hemmstoffs der t-PA vermittelten Aktivierung des 
Glutamat-Rezeptors, vorzugsweise des NMDA-Typs, als Neuroprotek- 
tivum. 

2. Verwendung eines Hemmstoffs nach Anspruch 1 zur Behandlung oder 
10 Prophylaxe von auf der Exzitotoxizitat des Glutamatrezeptors basie- 

render neuronaler Schadigungen oder Zustande. 



15 



3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2 zur Behandlung von Depressio- 
nen oder Angstzustanden. 

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, gekennzeichnet 
durch den Einsatz bei der Schlaganfallbehandiung. 

5. Verwendung nach einer der Anspruche 1 oder 2, gekennzeichnet 
20 durch die Behandlung oder Prophylaxe eines der folgenden Zustande: 

Parkinson, Alzheimer, Chorea Huntington, Diabetes, Schmerzzu- 
stande, Epilepsie oder Gedachtnisstorungen. 

6. Verwendung nach einem der vorherigen Anspruche, gekennzeichnet 
25 durch den Einsatz einer die t-PA Aktivitat hemmenden Protease. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, gekennzeichnet durch einen Serin 
Protease-lnhibitor, vorzugsweise Neuroserpin, Plasminogen Aktivator 
Inhibitor (PAI) oder Protease Nexin I (PN-1 ). 

30 
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8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, gekennzeichnet 
durch die Verwendung von DSPA oder funktionell und/oder staikturell 
daraus ableitbarer Derivate, Analoga oder Fragmente. 

5 9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daft DSPA 
mit einer Aminosauresequenz gemafl Fig. 1 oder DSPA-Derivate, 
Analoga oder Fragmente mit einer mindestens 70%-igen, vorzugs- 
weise eine 80 bis 90 %-igen Homologie dazu verwendet werden. 

10 10. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9, gekennzeichnet durch eine 
Dosierung von grofter 62, 5 und kleiner 160 pg/kg DSPA gemafl Fig. 1 , 
vorzugsweise von 90 bis 125 pg/kg DSPA, besonders beyorzugt 90 
pg/kg DSPA oder einer je nach der Bioaquivalenz des verwendeten 
Derivats, Analogons oder Fragments dazu angepadten Dosierung. 

15 

11. Verwendung nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi DSPA oder Derivate, Analoga oder Fragmente davon 
als Neuroprotektivum bei der Schlaganfallbehandlung in Kombination 
mit einem Thrombolytikum eingesetzt wird. 

20 

12. Verwendung nach Anspruch 11, gekennzeichnet durch t-PA als 
Thrombolytikum. 
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Fig. 1 



MVNTOKTKLL CVXJXCX3AVP SLPRQETXPQ tARGSRAiTCV AaOJEITQKT. YRRQESWLRP 
EVRSKK^EHC QCDRGQARCH TVFVNSCSEP RCFNGGTCWQ AVXFSDFVCQ CPACTTGKRC 
EVDTRATCYE GQGVTCTtGTW STAESRVECI NWNSSIiLTRR TYNGRMPDA3T NLGLGNHNYC 
RNPNGAPKPW CafVTKAGKFT SKSC5VPVCS KS^TOZLHKYK EPQLHSTCGL F1DITSHFWQ 
AAXFAQNRRS SGERBXOGGI LISSCWVLXA AHCFQESYI.P DQLKVVI/3KT YKVXPGEEEQ 
TFKVKJQTIVH KEFDDDTiTNN DIALLQLKSD' SPQCAQS3DS VRAICLFEAN LQLPDWTECE 
LSGYGKHKSS SPPTSEQLKE " G3VBLYPSSR G&PKFLFNKT. VTNNMLCAGD TRSGEIYENV 
HDACQGDSGG FLVCMNDNHM HXGIISW3V GCGEKDVPGV rDCVTNXLGW XRDNMHL ■ 
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Fig. 4 
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